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end  of production  and degradation  of  elastic  fibers,  leading  to  altered  cardiovascular  function. 
Several  pharmacological  treatments  stimulate  the  production  of  elastin  and  elastic  fibers.  In 
particular, dill extract (DE) has been demonstrated to stimulate elastin production in vitro in dermal 
equivalent models and in skin fibroblasts to increase lysyl oxidase–like‐1 (LOXL‐1) gene expression, 
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mechanical properties such as resilience, flexibility, and elasticity. Elastic fibers, mainly arranged into 
concentric  elastic  lamellae  in  the  arterial wall,  are  responsible  for  the main  part  of  the  elastic 
properties of the large arteries, i.e., the aorta and its main branches [1–4]. The mechanics of the large 
elastic arteries is one of the principal contributors to appropriate hemodynamics since the main role 
of  central arteries  is  to  cushion  the oscillations of  the blood pressure and  flow, produced by  the 
discontinuous  ventricular  ejection.  During  systole,  the  distension  of  the  aorta  and  its  proximal 
branches allows for the storage of both ~50% of the left ventricle stroke volume and energy in the 
extended elastic fibers [5]. During diastole, the arterial wall elastic fibers, returning to their relaxed 
state,  release  the accumulated energy, applying pressure  to  the blood which  forwards  the stored 
blood  volume  to  the  peripheral  circulation.  This maintains  a  relatively  elevated  arterial  blood 
pressure and flow during diastole. This cushioning phenomenon, called the Windkessel effect, helps 









or  animals  [2,4,6,13–18].  Therefore,  from  their  maximum  quantity  and  integrity  existing  after 
childhood, elastin and elastic fibers are progressively degraded during aging by mechanical (fatigue) 






systole  rather  than  during  diastole,  therefore  increasing  systolic  and  decreasing  diastolic  blood 
pressures, thus increasing pulse pressure [27]. The elevation of the systolic blood pressure increases 
the  systolic workload  of  the  left  ventricle  (LV),  leading  to  increased  oxygen  consumption,  LV 
hypertrophy, and interstitial fibrosis. All of these events predispose to the development of age‐related 
heart failure [4,28]. 
Many  therapeutical  strategies,  either non‐pharmacological  (exercise  training, weight  loss, or 
specific  diets)  or  pharmacological  (anti‐hypertensive  treatments,  lipid‐lowering  agents,  AGEs 
breakers) have been evaluated for their capacity to limit the age‐related arterial stiffening. Some of 
these drugs have presented some positive effects by acting through a modulation of arterial fibrosis 
or  smooth muscle  cell  contractility  or  by  less  understood mechanisms  [28].  Recently,  different 






[38].  This  is  of  particular  importance  since  LOXL‐1  initiates  covalent  crosslinking  of  the  elastin 
precursor  (tropoelastin) molecules, which  is a crucial step of normal elastin maturation  [2,39]. As 
reported  here, we  have  investigated  the  impact  of  a  three‐month  treatment with DE  on  elastin 
production, protection or recovery of elastic fibers, and arterial structure and function in aged mice, 
which normally no longer produce elastic fibers. Our results indicate that DE treatment reverses age‐
related  cardiac  hypertrophy,  protects  elastic  lamellae  (EL),  reactivates  elastin  and  elastic  fiber 
synthesis, and improves the biomechanical properties of the aging aortic wall. 
   





addition,  two  24‐month‐old untreated mice were used  for  primary  cultures  of VSMCs  from  the 














Blood pressure was measured at  the  tail artery  in awake animals by using a CODA  tail‐cuff 
recorder (Kent Scientific, Torrington, CT, USA). Measurements were repeated two times a day for the 
3  last days of  treatment. The values obtained on days 2 and 3 were averaged  for each animal, as 
previously described [33]. 
2.4. Surgical and Post‐Surgical Procedures 
















physiological  buffer  filling  the vessel  lumen  from  0  to  175 mmHg. Below  125 mmHg,  the  inner 
diameter was calculated as described [12,40]. 
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Distensibility, i.e., the change in relative luminal volume (percentage) per mmHg [41], was then 
calculated. Here, we have used  the distensibility per 25‐mmHg  increment  (D25).  In  the  following, 
“distensibility” will mean D25. 
Circumferential  midwall  strain  (ε),  circumferential  wall  stress  (σ),  and  incremental  elastic 
modulus (Einc) were calculated according to classical formulas [42]. ε is relative increase in diameter, 










then  rinsed with water. Weigert  coloration  (resorcin‐fuschin) was used  for  the  staining of  elastic 
fibers. After staining,  the ascending aorta cross‐sections were examined under a  light microscope 
(Nikon, France). The number of elastic lamellae and elastic lamellae disruptions were counted in high 
magnification  images  (40  × objective)  from  three  animals per group. For  these  experiments,  in  3 






(Omega Biotek,  Inc., Norcross, GA, USA)  and  genomic DNA was digested with DNase  I. Gene 
expression levels were evaluated by real‐time PCR using a CFX96® real‐time system with the IQ™ 




5′‐AAGCTGCTGCTAAGGCTGC‐3′  (antisense)  and  5′‐TGCAACTCCTCCACCTGGGAA‐3′  (sense) 




As previously described  [36], vascular  smooth muscle  cells  (VSMCs) were  isolated  from  the 
ascending  aortae  of  two  24‐month‐old mice  by  enzymatic  digestion with  collagenase  type  2  (1 
mg/mL) and elastase (0.5 mg/mL) for 40 min at 37 °C. The suspension was centrifuged at 600 × g for 





































Biomolecules 2020, 10, 173  6  of  19 
Figure 1. Systolic, mean, and diastolic arterial blood pressure in control (untreated) and DE‐treated aged mice. 
Values are mean ± SEM. Control: untreated animals. Dill: DE‐treated animals. # Significant effect of treatment 









and  10% DE  completely  reversed  the  age‐dependent  cardiac hypertrophy observed  in untreated 





  Adult    Aged   
    0% Dill  5% Dill  10% Dill 
Body weight (g)  32.4 ± 1.5  30.4 ± 0.8  31.7 ± 0.8  32.5 ± 1 
HW/BW  0.48 ± 0.01  0.56 ± 0.03 *  0.47 ± 0.003 &  0.48 ± 0.03 & 
LV+S /BW  0.37 ± 0.006  0.43 ± 0.009 *  0.36 ± 0.005 &  0.37 ± 0.02& 
















As  compared  to untreated  adult  animals,  the  aortic  elastic  lamellae  (EL)  of untreated  aged 
animals appeared considerably  fragmented, while  treatment of aged animals with DE resulted  in 
more continuous EL, with significantly less fragmentations compared to untreated controls. A trend 
towards  less  disruptions  at  10%  DE  compared  to  5%  DE  was  also  observed.  The  number  of 
disruptions of each elastic lamella of aged mice was reduced by 23% after 5% DE treatment and by 
33%  after  10% DE  treatment.  The  number  of  EL  in  the media  of  the  ascending  aorta was  not 
significantly affected by age or treatment (Table 2). 
   
Biomolecules 2020, 10, 173  8  of  19 
Table 2. Histomorphometric analysis of the elastic lamellae in the ascending aorta wall. 
  Adult    Aged   
    0% Dill  5% Dill  10% Dill 
Number of elastic 
lamellae (EL)  6.81 ± 0.31  7.12 ± 0.36  7.58 ± 0.25  7.66 ± 0.33 
Number of 
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3.5. Biomechanical Properties of the Ascending Aorta 
Ex‐vivo  biomechanical  studies  of  the  ascending  aorta  exhibited  a  general  age‐dependent 
increase  in  arterial  outer diameter  (OD),  inner diameter  (ID),  and wall  thickness  (Figure  4A–C). 
Treatment with 5% DE  induced a  reduction of OD,  ID, and wall  thickness, compared  to  those of 
untreated aged mice. Therefore, the dimensions of 5% DE‐treated arteries of aged animals returned 
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from untreated  adult  and  aged animals. At  similar  circumferential  strain,  the  arterial wall  stress 
values of  10% DE‐treated  aged mice were  lower  than  that of  adult  and,  to  a  lower  extent,  aged 
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Figure 5. Mechanical parameters of the ascending aorta of untreated 5% DE‐ or 10% DE‐treated aged mice, as 
well  as  untreated  (control)  adult  animals.  (A)  Aortic  distensibility‐pressure  increment  relation;  (B) 




between  10% DE‐treated  aged mice  and  untreated  aged mice  (two‐way ANOVA  followed  by  LSD  test  if 
necessary,  p  ≤  0.05).  #  Significant difference  between  5% DE‐treated mice  and  adult  control mice  (two‐way 
ANOVA followed by LSD test if necessary, p ≤ 0.05). n = 4–7 per group. 
3.6. Ex Vivo Response of Ascending Aorta Segments to Vasoactive Agents 






























from  developing,  adult,  or  aged  rats  or mice,  several  pharmacological  treatments  have  shown 
promise to  induce elastic fiber neosynthesis and/or elastin LOX or LOXL‐1 expressions. However, 
several  of  those  identified  thus  far,  including  the ATP‐sensitive potassium  channel  openers  and 
derivatives  like  minoxidil  [4,29–36],  have  secondary  effects  such  as  edema  and/or  cardiac 
hypertrophy [4,31,33,36,44,45] that limit their usefulness. It was, therefore, important to continue the 
search for treatments devoid of such negative side effects. DE treatment has been shown, in vitro, to 
increase LOXL‐1  gene  expression  in  skin  fibroblast  and  elastin production  in dermal  equivalent 
models  [38], as well as to  improve skin elasticity and smooth age‐related  face wrinkles  in women 




Most  striking was  the  substantial  protection  of  aortic  elastic  lamella  integrity  in  aged mice 
produced by DE, with reductions by 23–33% of the number of elastic lamella disruptions observed 
after DE treatment. While the mechanism underlying this protective effect remains unclear, it may be 
related  to  the  polyphenols,  e.g.,  tannins  and  flavonoids  that  are  present  in  dill  seeds  [46,47]. 
Polyphenols have previously been shown  to have beneficial effects on  the cardiovascular system 
through  their  antioxidant  activity  [48–51]. Additionally,  polyphenols  have  been  shown  to  dose‐
dependently  reduce  the activity of elastin‐degrading enzymes belonging  to  the  serine proteinase, 
cysteine proteinase, and metallo‐proteinase families [52,53]. Finally, polyphenols have been shown 
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Additionally, we demonstrated that DE elevates the production of elastin by cultured VSMCs from 
the  ascending  aorta.  Somewhat  surprisingly,  two previously demonstrated  stimulators of  elastin 
production  by  aortic  VSMCs,  dexamethasone  and  diazoxide  [32,34,36]  appeared  less  active  in 
stimulating  elastin biosynthesis  in  the  ascending  aortic VSMCs used  in  the present  experiments, 




from  the  mesoderm  [56–59].  Supporting  this  hypothesis,  aorta  from  these  two  different 
developmental origins have been shown to differentially respond to a variety of other activators. In 
embryos, compared to VSMCs from the descending aorta, VSMSCs from the ascending aorta or the 



















LV mass  is  inversely  correlated with  aortic distensibility  [64]. The decrease  in  the  α‐adrenergic‐
induced vasoconstriction induced by 10% DE treatment could also contribute to the reversal of age‐
related cardiac hypertrophy. In contrast, the reduction of blood pressure by 5% DE could account for 






to  the  effect of DE,  result  in  increased heart weight  and/or dimension  in  adult or  aged  animals 
[31,33,36]. It should be noted that DE‐induced reversal of age‐related cardiac hypertrophy without 
any significant  impact on  the body weight  is essentially due  to  the reversal of  the age‐dependent 
hypertrophy of  the  left ventricle. The right ventricle weight was not  impacted by ageing, and DE 
treatment maintained (i.e., did not decrease) its mass in aged animals. This again is an improvement 




with  an  effect  of  DE  of  higher  amplitude  or  only  observed  with  10%  compared  to  the  5% 
concentration—could simply be explained by a classical dose‐response effect of DE on the VSMCs. 
This is the case for the effect of DE on elastin integrity (disruptions), the increase in TE and LOXL‐1 
mRNA  levels,  the neosynthesis of elastic  fibers,  the augmentation of  the aorta wall  thickness and 
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related  reduction  of  wall  stress,  the  increased  distensibility  and  decreased  stiffness,  and  the 
responsiveness  to phenylephrine. However, explanations  for  the observed effects  induced by  the 










wall. A  higher  impact  of  5% DE  on  endothelial  cells,  for  example,  could  lead  to  an  augmented 
production  of NO,  a major  vasodilator,  and  decreased  blood  pressure.  By  contrast,  higher  DE 
concentrations, i.e., 10% DE, could result in differential stimulation of VSMCs, leading to increased 
vasoconstriction. Such a biphasic  response  involving endothelial cells at  low dose and VSMCs at 





In  conclusion, our  results  show  that DE  treatment of aged mice protects pre‐existing  elastic 
lamellae, reactivates tropoelastin and LOXL‐1 expressions,  induces elastic fiber neo‐synthesis, and 
decreases  the  stiffness of  the  aging  aortic wall,  and  results  in  reversal of  the  age‐related  cardiac 
hypertrophy. These findings strongly suggest that DE treatment improves cardiovascular function in 
aged  animals.  From  this perspective, DE  could  be  an  important new  anti‐aging product  for  the 
cardiovascular  system,  which  could  be  readily  assessed  in  human  clinical  trials  aimed  at  the 
prevention or treatment of age‐related vascular stiffness and its sequellae. Identification of the active 
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[13].  Recordings  of  vessel  inner  diameters  (IDs)  and  outer  diameters  (ODs)  were  taken  while 
increasing the intravascular (transmural) pressure from 0 to 175 mmHg by steps of 25 mmHg (5 min 















Since  the pressure  change  increment  in our  experiments was  25mmHg, we  replaced,  in  the 
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